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APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado esta apresentademeade um artigo cientifico.

EFEITO DO NUCLEO HOMEOPATICO HomeoAqua Mega-3 EM COMPOSICAO
DE ACIDOS GRAXOS NO TECIDO MUSCULAR E DESEMPENHO DE TILAPIA
DO NILO (Oreochromis niloticus).

(O artigo sera submetido para a RevldC Complementary and alternative medigine

ARTIGO FINAL:

ANDRETTO AP, FUZINATTO MM, BONAFE EG, BRACCINI G, @RI R, RIBEIRO
RP, OLIVEIRA CAL, VISENTAINER JV, VARGAS, L.Effect of the Homeopathic
Nucleus HomeoAqua Mega O3 in fatty acids compounds in muscle tissues and the
performance of the Nile tilapia Oreochromis niloticus) BMC Complementary and

alternative medicine.
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GENERAL ABSTRACT

Background: The effect of the homeopathic nucledsmeoAqua Mega-3 in fatty acids
compounds in the muscle tissues and the performahtlee Nile tilapia Q. niloticus)is
evaluated.

Methods: A control diet (T1) with 40 mL of a hydro-alcohsblution (alcohol 30° GL) for
each kg of feed and another diet (T2) with 40 mLé&gthe Homeopathic Nucleus were
analyzed in sex-reversed juvenile male Nile tilapmean initial weight 89.54g (+ 7.97) and
89.74g (+ 8.83) and initial total mean length 16@8 (+ 0.56) and 16.85 cm (x 0.56),
respectively for T1 and T2. Two hundred fish weistributed into 10 water cisterns, with 20
specimens in each 600L-cistern, and kept for 63.dslpnitoring of the water’s physical and
chemical parameters was undertaken; the centesmngbosition and the composition of the
muscle tissue’s fatty acids were determined; fistiggmance was evaluated.

Results: No statistically significant difference (p>0.05) sveeported between treatments with
regard to the water’s physical and chemical pararmghumidity, ashes, proteins and mean
rates of total weight and length in the final pdrif the assay. Total lipids, the compositions
of saturated fatty acids and ratio n-6/n-3 of thie hlapia’s muscular tissue in treatment with
the homeopathic nuclettomeoAqua Mega®3had a greater decrease rate when compared to
that of control group at 63 days of the experimesspectively with statistical difference of
6% (p<0.06), 5% (p<0.05) and 5% (p<0.05).

Conclusion: Juveniles of Nile tilapia supplied with homeopathiomeoAqua Mega-® in
the diet had a decrease in total lipid rates, npasakurated fatty acids, at a ratio of n-6/n-3
with regard to control group, without any modificet in the specimens’ performance during
the experimental period.

Keywords: Homeopathy, population homeopathy, aquacultulagié breeding, total lipids,
fatty acids.
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RESUMO GERAL

Introducéo: Foi avaliado o efeito do nlclebomeopaticoHomeoAqua Mega-3 em
composicdo de acidos graxos no tecido musculaesendpenho de tildpia do Nil@®(
niloticus).

Métodos: Foram avaliadas duas dietas, uma controle (T1l) edmmL de solucéo
hidroalcoolica (alcool 30° GL) a cada kg de racdoutra (T2) com 40 mL/kg do Nucleo
Homeopatico, em tilapia do Nilo juvenis machos réges, com peso médio inicial de
89,54q (x£7,97) e 89,749 (x 8,83) e comprimentol totédio inicial de 16,93 cm (+ 0,56) e
16,85 cm (x 0,56), respectivamente, para o T1 eFb2am distribuidos 200 peixes em 10
caixas d’agua, totalizando 20 animais em cada wmsacdixas com capacidade individual de
600L de agua, onde permaneceram 63 dias. Duranexperimento foi realizado o
monitoramento dos parametros fisicos e quimicofgls, determinacdo da composicéo
centesimal, composicédo de acidos graxos do tecukrufar e a avaliacdo do desempenho
dos peixes.

Resultados: Nao foi observada diferenca estatistica signifigati(p>0,05) entre os
tratamentos, em relacdo aos parametros fisicof@aps da agua, determinacdo de umidade,
cinzas, proteinas e valores médios de peso e ammmid total no final periodo experimental.
Os lipidios totais e a composi¢do em acidos graatagados em tecido muscular de tilapia do
Nilo do tratamento com o nucleo homeopétidomeoAqua Mega®3 apresentaram uma
diminuicdo maior em relagcéo ao grupo controle G&dias do experimento, apresentado uma
diferenca estatistica de 6% (P<0,06) e 5% (P<Qr@5pectivamente.

Conclusdo: Os juvenis que receberam o niicleo homeopétomeoAqua Mega-3°
incorporado na ragao, apresentaram uma reducdmondé lipidios totais, principalmente dos
acidos graxos saturados, em relacdo ao grupo t®ntrdo alterando o desempenho dos

animais durante o periodo experimental.

Palavras - chavesHomeopatia, homeopatia populacional, aquiculttilagicultura, lipidios

totais, acidos graxos.
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ARTIGO CIENTIFICO

Efeito do Niicleo HomeopaticdHomeoAqua Mega O% em composicédo de &cidos graxos

no tecido muscular e desempenho de tilapia do Ni{@reochromis niloticus).

Ana Paula Andrettp Mariana M. Fuzinatth Elton G. Bonafé Graciela Braccifij Ricardo
Mori®, Ricardo R. PereifaCarlos A. L. Oliveird, Jesui V. VisentainérLauro Vargas

ABSTRACT

Background: The effect of the homeopathic nucledsmeoAqua Mega-3 in fatty acids
compounds in the muscle tissues and the performahd¢lee Nile tilapia Q. niloticus)is
evaluated.

Methods: A control diet (T1) with 40 mL of a hydro-alcohsblution (alcohol 30° GL) for
each kg of feed and another diet (T2) with 40 mLéfgthe Homeopathic Nucleus were
analyzed in sex-reversed juvenile male Nile tilapmeean initial weight 89.54g (x 7.97) and
89.74g (+ 8.83) and initial total mean length 16@8 (x 0.56) and 16.85 cm (x 0.56),
respectively for T1 and T2. Two hundred fish weisributed into 10 water cisterns, with 20
specimens in each 600L-cistern, and kept for 63.dslpnitoring of the water’s physical and
chemical parameters was undertaken; the centesmngbosition and the composition of the
muscle tissue’s fatty acids were determined; fistiggmance was evaluated.

Results: No statistically significant difference (p>0.05) sveeported between treatments with
regard to the water’s physical and chemical parareghumidity, ashes, proteins and mean
rates of total weight and length in the final pdrif the assay. Total lipids, the compositions
of saturated fatty acids and ratio n-6/n-3 of thie hlapia’s muscular tissue in treatment with
the homeopathic nucletsomeoAqua Mega®had a greater decrease rate when compared to
that of control group at 63 days of the experimesspectively with statistical difference of
6% (p<0.06), 5% (p<0.05) and 5% (p<0.05).

Conclusion: Juveniles of Nile tilapia supplied with homeopathiomeoAqua Mega-® in
the diet had a decrease in total lipid rates, ngesaturated fatty acids, at a ratio of n-6/n-3
with regard to control group, without any modificet in the specimens’ performance during
the experimental period.

Keywords: Homeopathy, population homeopathy, aquacultulapii breeding, total lipids,

fatty acids.
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RESUMO

Introducdio: Foi avaliado o efeito do niclebomeopéaticoHomeoAqua Mega-8 em
composicao de acidos graxos no tecido musculaesendpenho de tilapia do Nil®(
niloticus).

Métodos: Foram avaliadas duas dietas, uma controle (T1) edmmL de solucdo
hidroalcoolica (alcool 30° GL) a cada kg de racaouga (T2) com 40 mL/kg do Nucleo
Homeopatico, em tilapia do Nilo juvenis machos rages, com peso médio inicial de
89,54g (+ 7,97) e 89,749 (x 8,83) e comprimentaltotédio inicial de 16,93 cm (+ 0,56) e
16,85 cm (x 0,56), respectivamente, para o T1 eFb2am distribuidos 200 peixes em 10
caixas d’'agua, totalizando 20 animais em cada uasacdixas com capacidade individual de
600L de agua, onde permaneceram 63 dias. Duranexperimento foi realizado o
monitoramento dos parametros fisicos e quimicosiglea, determinacdo da composicao
centesimal, composi¢do de acidos graxos do teciggcuhar e a avaliagdo do desempenho
dos peixes.

Resultados: Ndo foi observada diferenca estatistica signifieati(p>0,05) entre os
tratamentos, em relacdo aos parametros fisicog@ans da agua, determinacao de umidade,
cinzas, proteinas e valores médios de peso e ammmio total no final periodo experimental.
Os lipidios totais e a composi¢cao em acidos gragatgados em tecido muscular de tilpia do
Nilo do tratamento com o nucleo homeopatidomeoAqua Mega®3 apresentaram uma
diminuicdo maior em relacéo ao grupo controle Gdias do experimento, apresentado uma
diferenca estatistica de 6% (P<0,06) e 5% (P<Qr@Spectivamente.

Conclusdo: Os juvenis que receberam o nlcleo homeopédkomeoAqua Mega-3
incorporado na racado, apresentaram uma reduc@mndé lipidios totais, principalmente dos
acidos graxos saturados, em relacdo ao grupo ¢®mntrdo alterando o desempenho dos
animais durante o periodo experimental.

Palavras - chavesHomeopatia, homeopatia populacional, aquiculttilagicultura, lipidios

totais, acidos graxos.
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Introducao

A técnica da “Homeopatia Populacional” foi desemidd com o objetivo de amenizar o
modelo estressante de producdo animal e considerandecessidade de assegurar um
minimo de bem estar aos animais. A Homeopatia pomral apresenta trés fundamentos
basicos: o rebanho deve ser considerado como urngafiismo; o rebanho se encontra em
permanente desequilibrio e a homeopatia exerceagé@mmoduladora [1].

A tilapia do Nilo Oreochromis niloticusg considerada para muitos uma espécie aquatica
quase perfeita, por varios atributos que a catiaater como um candidato ideal para a
aquicultura [2]. Estes atributos incluem: crescitnenapido, tolerdncia a uma grande
variedade de condicbes ambientais, resisténcia shi@sse e doencas, capacidade de
reproducdo em cativeiro, tempo curto de cada geyat@nentacdo em niveis troficos baixos
e aceitacdo de alimentos artificiais logo apossaigdio do saco vitelino [3].

De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultdiaa] producédo total da aquicultura no
Brasil em 2009 foi de 415.649 toneladas (t), padsgrara 479.399 t em 2010. Deste valor a
piscicultura corresponde com 394.340,0 t. Na pisttica as tilapias ocupam o primeiro lugar
na producdo, com 155.450,8 t (39,4%).

A aplicacdo da homeopatia aos rebanhos constitdoraeopatia Populacional, a qual se
tornou a medicina ideal para rebanhos devido aocssto reduzido, a sua eficacia, pela
auséncia de toxidez e por serem 0s principios att@xdremamente diluidos apresentando
absoluta impossibilidade de deixarem residuos meaau leite sendo incapazes de prejudicar
a saude humana [5].

A utilizacdo da Homeopatia Populacional pode cbuatritanto no aumento da producao
como na qualidade do tecido muscular dos pescddosarater energético da terapéutica
homeopatica confere aos animais tratados a redig@stresse, especialmente nos sistemas
intensivos, por ser muito diferente do ambientemaht Animais cultivados em condi¢des de
baixo estresse desenvolvem melhor as suas poidadies de produgdo com qualidade,
garantido maior sobrevivéncia [6].

Este método terapéutico se baseia no principiosdoglhantes, os medicamentos curam as
doencas cujo conjunto sintomatico se assemelham@oarto de seus efeitos fisioldégicos ou
farmacodindmicos no organismo sadio, principio ewiado por Hipdcrates,
experimentalmente confirmado por Samuel Hahnemamosto em préatica por inUmeros
clinicos até a atualidade [7].

Vargas e Ribeiro [8] realizaram uma revisdo sobutilzacdo de Homeopatia Populacional
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em tilapias do Nilo e concluiram que os resultadbsidos comHomeopatila RS e
Homeopatila 108 e a realizacdo de novos estudos complementaresdoogermitir o

emprego de nucleos homeopaticos em diferentes dasadtivo de tilapias.

Métodos

Local e periodo

O experimento foi conduzido na Estacdo Experimedt&lPiscicultura da Universidade
Estadual de Maringa (UEM) — CODAPAR, no Distrito Eleriano, municipio de Maringa,
Estado do Parang, de outubro a dezembro de 20mluec duracdo de 63 dias e aprovado
peloComité de Etica em Experimentacéo Animal da Unidade Estadual de Maringa sob o
Protocolo n° 060/2010 (Anexo.1)

Animais, instalagdes e alimentagéo

Machos revertidos de uma populacdo homogénea @gasl do Nilo ©. niloticug da
linhagem GIFT Genetic Improvement of Farmed Tilapiaom peso médio inicial de 89,54 g
(x7,97) e 89,74 g (= 8,83) e comprimento total méwicial de 16,93 cm (x 0,56) e 16,85 cm
(x 0,56), respectivamente, para o tratamento ctengco com Ndcleo Homeopatico, foram
distribuidos aleatoriamente em 10 caixas d’agufibde de vidro com capacidade individual
de 600 L de agua, com 30% de taxa de renovacaia,dédn uma estufa com cobertura de
lona plastica e area de 120 mz2.

Foram distribuidos 200 peixes em 10 caixas d’agogajzando 20 animais em cada uma das
caixas. Antes do inicio do experimerds peixes foram aclimatados durante sete dias nas
caixas d’aguas. Foram avaliados dois tratamentos, @nco repeticdes cada, através de um
delineamento experimental inteiramente casualizadaljzando 100 peixes por tratamento.
Os peixegoram alimentados com racao extrusada comercial32%¥h de proteina bruta (PB),
com 5 mm de diametro nos primeiros 35 dias do exgeto, fornecida duas vezes ao dia
(10h e 16h), manualmente e até a saciedade apaipdieos 35 dias a racao fornecida foi de
8 mm de diametro com 32% de PB. As racdes admadia$r para 0s animais durante todo
periodo experimental, apresentaram as seguintegasigdes percentuais e em acidos graxos
(Tabela 1).
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Tabela 1. Composicdo centesimal e em &cidos graxos (Mgigs lipidios totais da racdo
comercial 5 mm e 8 mm, utilizadas no experimento.

Niveis de garantia comercial (%) Niveis encontrados (%)

Nutrientes 5mm 8mm 5mm 8mm
Proteina bruta Min. 32,00 Min. 32,00 29,74 32,16
Umidade Méax. 12,00 Méax. 12,00 7,41 7,33
Extrato etéreo Min. 7,00 Min. 7,00 1,61 2,26
Fibra bruta Méx. 10,00 Méx. 10,00 4,54 4,55
Cinzas Max. 12,00 Max. 12,00 11,60 11,70
Acidos graxos (mg.gd) 3
14:00 - - 12,21+0,34 11,57+0,12
16:00 - - 177,95+1,03 177,11+1,85
16:1n-7 - - 10,93+0,20 10,16+0,13
18:00 - - 99,16+0,97 91,94+0,7
18:1n-9 - - 270,52+0,95 255,47+0,90
18:2n-6 (LA) - - 247,71+2,05 288,21+1,02
18:3n-3 (LNA) - - 3,64+0,08 3,9+0,06
20:4n-6 (AA) - - 3,64+0,05 1,62+0,02
22:6n-3 (DHA) - - 0,43+0,08 1,22+0,07
AGS - - 295,7+2,36 289,3+2,04
AGMI - - 313,47+0,97 296,14+1,04
AGPI - - 275,78+2,55 315,28+2,30
N-6 - - 271,72+2,41 310,16+2,14
N-3 - - 4,06+0,16 5,12+0,13
N-6/N-3 - - 66,86+0,84 60,59+0,78
AGPI/AGS - - 0,93+0,03 1,09+0,01

" Niveis de garantia (%) conforme o fabricante

2 Fonte: Laboratério de Nutricdo Animal — LANA (Ueisidade Estadual de Maringa - UEM/PR).

® Demais &cidos graxos identificados: 14:1n-9, 14145:00, 16:1n-9, 16:1n-5, 17:00, 17:1n-7, 18i1n-
18:1n-7, 18:3n-6, 20:1n-9, 22:4n-6, 24:0, 24:1R6sultados sdo as médias de duas andlises.

- N&o consta na Tabela de nutrientes do fabricante.

Tratamentos

Foram avaliados dois tratamentos, um controle (£0de Solugéo hidroalcoolica por kg de
racdo) e outro com o Nucleo HomeopatitmmeoAqua Mega®3(40mL/ kg de rac&o).

O Nucleo HomeopaticblomeoAqua Mega®3 sob forma de uma solugéo hidroalcéolica, foi
incorporado na racgao, aspergido diretamente na mesemanalmente, homogeneizando-se,
inicialmente e deixando-a secar ao ar, durantea2dsh O mesmo processo de inclusao foi
realizado para o tratamento controle. A racéo prdicbu acondicionada em local arejado,
sem a incidéncia de luz solar, produtos quimica® equipamentos que emitissem campo
magnético, até se apresentar solta e sem odocald.al

O Nucleo HomeopaticelomeoAqua Mega®3foi elaborado pela empresa REALH, de Campo

Grande (MS) e cuja composicéo se encontra na Tabela
17



Tabela 2.Composicédo do Nicleo HomeopatidomeoAqua Mega®™3

Compostos Quantidade / 1000g
Carduus marianus 107
Phosphorus 107
Chelidonium majus 107
Berberis vulgaris 10°%
Solidago virgaurea 10°%
Lycopodium clavatum 107
Taraxacum 107
Chionanthus 107
Veiculo (Alcool etilico 30° GL) Q.s.p

Q.s.p. (Quantidade suficiente para).
Fonte: REALH — Brasil

Parametros fisicos e quimicos da agua

Foi retirada a agua (aproximadamente 30 %) em cada, trés vezes por semana, para
facilitar a remocao da matéria organica acumul@davalores médios dos parametros fisicos
e quimicos da agua, como temperatura, pH, oxigérEsolvido e condutividade elétrica,
foram registrados duas vezes por semana, aferids\vezes ao dia: 9h e 16h. A temperatura
e 0 oxigénio foram monitorados com oximetro mod¥8l-55/12 FT (Aquatic Eco-
System$), o pH com peagametro eletrénico e a condutivideld&ica com condutivimetro

portatil.

Composicdo centesimal e acidos graxos

Apbés o0 abate dos animais no inicio (nove animaisjn 35 dias (15 animais de cada
tratamento / trés por caixa) e ao os 63 dias derempnto (15 animais de cada tratamento/
trés por caixa), os tecidos musculares dos exeamplde tilapias foram removidos e
imediatamente acondicionados em embalagens detileolie e congelados a -18°C até o
inicio das analises. Apds, estes foram descongelademperatura ambiente e, em seguida,
triturados em processador de alimentos (PHILCO:tiMRro All in One). A polpa do tecido
muscular formada (filés de trés animais) foi digaliem trés porcbes para as andlises de
umidade, cinzas, proteinas e lipidios totais.

As analises fisico-quimicas do tecido muscular d#&pias, foram realizadas no
Departamento de Quimica, no Laboratorio de quirdealimentos (CromAlimentos), da

Universidade Estadual de Maringa — UEM.
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Os valores de umidade e cinzas foram determinade$ngetricamente, conforme método da
AOAC [9], por aquecimento em estufa e mufla a 105600 °C durante 6 horas,
respectivamente. As analises dos teores de prdieite foi baseada no processo semi-micro
Kjeldahl, onde se determina o nitrogénio contidameéria organica, incluindo o nitrogénio
protéico propriamente dito e outros compostos n@béjgos, tais como: aminas, amidas,
lecitinas, nitrilas e aminoacidos, também confortéenicas da AOAC, em trés etapas
distintas: digestédo, destilacdo e titulacdo. Estadlises foram realizadas em triplicatas e
somente no encerramento do experimento, compasmdo-tratamento controle com o
experimental.

Os lipidios totais foram extraidos com uma mistigacloroférmio - metanol - agua, segundo
Bligh e Dyer [10]. Foram pesados aproximadamentg #i& amostra em béquer de 250 mL,
adicionados 45,0 mL de solucéo cloroformio-metdfd v/v) e agitados vigorosamente por
5 min. Depois, foram adicionados a mistura 15,0 delcloroférmio e agitados por 2 min e
15,0 mL de agua destilada, agitados por 5 min. stura foi filtrada a vacuo em funil de
Blchner com papel de filtro quantitativo. A solugésultante foi transferida para um funil de
separacao de 250 mL. Apés a separacdo das fasdsriar contendo o cloroféormio e os
lipidios, foi drenada para baldo de 250 mL previdmeesado, e 0 solvente eliminado em
evaporador rotatério, com banho a 38 °C. O teor ligédios foi determinado
gravimetricamente. As analises foram realizadastrigticatas. Esteres metilicos de &acidos
graxos (EMAG) dos lipidios totais das racdes e éodb muscular de tilapia foram
preparados conforme método de Hartman e Lago Hd3ptado por Maia e Rodriguez-
Amaya [12].

Os ésteres de acidos graxos foram separados enatégnafo a gas Thermo, modelo trace
ultra 3300, equipado com um detector de ionizagéiaclthma e coluna capilar de silica
fundida CP - 7420 (Select FAME, 100 m de comprimmeft25 mm de diametro interno e
0,25um de cianopropil). O fluxo de H2 (gas de arrasbe)de 1,2 mL/min, com 30 mL/min
de N2 (make up); e 35 e 300 mL/min, para o H2 sirgtético, para a chama do detector. O
volume injetado foi de aproximadamente glQ sendo as temperaturas do injetor e detector
de 220 e 230 °C, respectivamente, enquanto quen@etatura da coluna foi programada a
185 °C durante 7,50 minutos (min.) e elevada a°23&om taxa de 4 °C /min., mantida por 3
min. As porcentagens foram determinadas atravémtdgracdo das areas dos picos pelo

Software Chronquest versao 5.0.
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As identificagBes dos acidos graxos foram efetuadiizando como critério a comparacéo
dos tempos de retencdo de ésteres metilicos dégzsadia Sigma (EUA) com os das amostras
e através da coeluicdo de padrdes de composicdmada.Os acidos graxos contidos nos
tecidos musculares de tilapias foram quantificades mg/g de lipidios totais, através da
padronizacdo interna, utilizando como padrao imtesnmetil éster do acido tricosandico
(23:0) da marca Sigma (USA). Os Calculos foramizadbs através da equacdo (1),

conforme Vinsentainer [13]:

Mx = AXx x Mp x Fct / Ap x Ma x Fcea (1)

Onde,

Mx: massa do acido graxo x em mg/g de lipidiosigota

Mp : massa do padrao interno em mg;

Ma: massa da amostra;

Ap: area do padrao interno;

Ax: area do acido graxo X;

Fcea: fator de conversao de metil éster para @rem.

Fct: fator de correcdo (do detector de ionizaga@ma) tedrico do acido graxo.

A quantificac@o dos acidos graxos foi realizadadeplicatas, no inicio (seis inje¢des), aos 35
dias (vinte injecdes / dez por tratamento) e 68 (liante injecdes/ dez por tratamento).

Avaliacdo do desempenho

Nas determina¢cfes dos indices de desempenho duoaignforam aferidas e registradas as
medidas individuais de peso (g) e comprimento t@tad) no inicio e final do periodo
experimental (63 dias) de todos os peixes de cathntento. Aos 35 dias foram retirados trés
peixes de cada repeticdo (15 por tratamento), gudteriormente foram sacrificados e
realizada a analise de lipideos totais e composie&ridos graxos no tecido muscular desses
animais. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada milarenca entre o nUmero de animais que
iniciaram e os que finalizaram o experimento emadagtamento, levando em consideracéo
que foram retirados 15 peixes por tratamento, comiids.

Foi determinado o valor da Conversédo Alimentar Apte (CAA), aos 35 e 63 dias, através
da seguintequacdo: CAA = (Peso da racao fornecida no periogReso final — Peso iniciél)

1

. Ao final do experimento, os peixes permaneceramjegum prévio de 12 horas, foram

previamente anestesiados com Benzocaina na dos#gey/10L de agua de acordo com
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STOSKOPF [14] e sacrificados (trés animais poradiégua / 15 por tratamento) por sec¢ao
da medula espinhal.

Andlise estatistica

Para verificar a existéncia de diferencas nos galdios parametros da agua, foi utilizado o
teste H deKruskal-Wallis(p < 0,05)[15].

Os dados de composicdo centesimal (umidade, cprpéeina bruta e lipidios totais) e a
quantificacdo em acidos graxos e desempenho fosbmetidos a analise de variancia, e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, utilizandBROC GLM do sistema computacional
SAS verséao 9.0.

Resultados

Composicéo centesimal e em acidos graxos (Mpdps lipidios totais da racéo comercial 5
mm e 8 mm, utilizadas no experimento.

Conforme Furuya [16], os peixes requerem racOesroaiar porcentagem de proteina do que
outras espécies, estando a exigéncia de proteia te 28 a 32% para Tilapia do Nilo. As
racOes analisadas neste experimento apresentateon protéico de 29,74 (5mm) e 32,16 %
(8mm) atendendo os requisitos propostos (Tabel&di)identificado um total de 23 &cidos
graxos nas ragfes. Os majoritarios em ambas as deeam os acidos: tetradecandico (14:0),
o hexadecandico (16:0), o octadecandico (18:0)léxm (18-1n-9) e linoléico (18:2n-6).
Estes acidos graxos também foram majoritarios epdesa comerciais encontrados por
Stevanato [17].

Parametros fisico-quimicos da agua
Os parametros relacionados a temperatura da aguaxmeénio dissolvido e condutividade

(Tabela 3), ndo apresentaram diferenca signifiaantre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 3.Valores médios dos parametros da agua durantpesimento.

A Tratamentos
Parédmetros Observados
Controle HomeoAqua Mega®3
Temperatura (°C) 26,03 (+ 2,95) 25,93 (*+ 2,99)
pH 7,57(x0,58) 7,55 (+0,66)
Oxigénio dissolvido (mg.*) 2,88 (+1,10) 2,81 (+1,09)
Condutividade elétricaiS/cm™) 73,08 (£26,70) 72,28 (£27,20)

Composicéo centesimal do tecido muscular de til&pi ambos os tratamentos
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Os valores médios da composicédo centesimal (Té)edas amostras de tecido muscular de
tilapias do tratamento controle e do NidéameoAqua Mega®3nao apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) entre si. Os percentuaisutedade (Tabela 4) do tecido muscular

variaram de 79,55 a 79,98 %, cinzas de 1,06 a%,&2roteina bruta de 19,98 a 20,17%.

Tabela 4. Composicdo centesimal das amostras de tecidosufhatess de tilapias dos
diferentes tratamentos aos 63 dias.

Analises (%) Composicédo centesimal aos 63 dias
Controle HomeoAqua Mega®3
Umidade 79,98 £ 1,67 79,55 +0,78
Cinzas 1,06 +0,09 1,12 £ 0,05
Proteina Bruta 19,98 £1,12 20,17 £1,19

Cada resultado € a média de 15 analises com actiespestimativas de desvio padrao.

Ao se realizar os teores de lipidios totais dosdtesc musculares de tilapias (Figura 1),
verificou-se que as porcentagens médias foramX&8H; 0,2 % no inicio (T1 e T2), aos 35
dias 0,875 £ 0,11% (T1) e 0,923 £ 0,11% (T2) einal fdo experimento 0,908 + 0,14% (T1)
e 0,688 + 0,14% (T2).

Lipidios totais

1,2

1 - b b b
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

— 1M

Porcetagem %

T2

0 35 63

Dias

Figura 1-Porcentagens médias de lipidios totais dos tecrdessulares de tilapias, dos tratamentos T1 e T2, em
funcdo do tempo (0, 35 e 63 dias). T1(controleju&@m hidroalcéolica/ T2 (NicleofiomeoAqua Mega®3

Houve declinio no conteudo lipidico de ambos omtnantos (T1 e T2) do inicio até os 35
dias do experimento, mas nao diferiram signifiGatiente (p0,05) entre si. A partir dos 35
dias a porcentagem de lipidios totais do tratameotttrole teve um leve aumento e o
tratamento com o Nucleo HomeopatidomeoAqua Mega®3apresentou declinio até o final
do periodo experimental (63 dias). Foi observadarehica estatistica no percentual de

lipidios totais entre os tratamentos aos 63 diagxdmrimento (p<0,06). Os animais que
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receberam ¢iomeoAqua Mega®3apresentaram porcentagem de lipidios to&286 menor

gue o tratamento controle.

Composicado em acidos graxos do tecido muscularildeits pertencentes aos tratamentos:
controle e com o Ndcleo Homeopéatico HomeoAqua M&ja

Foi avaliada a composicdo em &cidos graxos doda®anusculares de tilapias do Nilo
submetidas ao tratamento T1 e T2 e pdde-se idmntdi quantificar 37 acidos graxos.

Entre os AGS do tecido muscular dos animais dartrahto controle (T1) e com homeopatia
(T2), os acidos graxos majoritarios foram: tetraméico (14:0), o hexadecandico (16:0) e o
octadecandico (18:0). Foi verificada diferenca téstiea para o 14:0 e o 18:0 do T2, no
periodo de 63 dias com 0 T1 (0 e 63 dias) e T23D dias), mas nao houve diferenca entre os
tratamentos com 35 dias. O 16:0 do T2 no final dgeemento, se diferenciou
estatisticamente do T1 (0, 35 e 63 dias) e T23D dias).

Os somatérios de acidos graxos saturados (AGSaraani de 338,50+0,15 a 271,49+0,34
mg/g de lipidios totais (LT) para o tratamento colete de 338,50+0,15 a 226,12+0,77 mg/g
de lipidios totais para o tratamento com o nucleodopatico no decorrer do experimento.

Os somatérios de acidos graxos monoinsaturados (AG#tiaram de 303,97+1,00 a
413,31+0,13 mg/g de LT para o T1 e de 245,90+0,893%31+0,13 mg/g de LT para o T2,
sendo que no periodo de 63 dias a quantidade deimsaturados foi menor para o T2 em
relacdo ao T1 (0, 35 e 63 dias), diferindo sigatfimamente (10,05). Os precursores
majoritarios da familia n-9 e n-7, o 18:1n-9 e olhé7, respectivamente foram inferiores no
tratamento com blomeoAqua Mega@s

Ao analisar o somatorio dos acidos graxos poliinsalos (AGPI), que abrange a familia de
acidos graxos 6mega-3 e 6mega-6, € possivel obspreaa medida que os acidos graxos da
familia N-6 tem um declinio maior para o T2 emc¢étaao T1, havendo diferenca estatistica
entre os tratamentos, os da familia N-3 se manténstantes ndo havendo diferenca
significativa (20,05) entre os tratamentos no periodo de 63 d@asséjientemente, a razdo
N-6/N-3 foi também menor para o T2 no periodo ded@&ss (Tabela5), apresentando

diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 5. Composicdo em acidos graxos em mg/g de lipiditastalo tecido muscular de
tilapias do tratamentos controle e corHameoAqua Mega®3

Acidos graxos

Tratamentos

0 dias

35 dias

63 dias

14:0

16:0

16:1n7

18:0

18:1n-9

18:2n-6

18:3n-3

20:4n-6

20:5n-3

22:6n-3

2 AGS

2 AGMI

2 AGPI

> N-6

> N-3

¥N-6/:N-3

YAGPI/ZAGS

Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3
Controle
HomeoAqua Mega3

19,51+0,36 a A
19,51+0,36 a A
215,22+0,21 a A
215,22+0,21 a A
42,54+0,43 a A
42,54+0,43 a A
67,49+0,66 a A
67,49+0,66 a A
300,72+0,22 a A
300,72+0,22 a A
120,63+0,29 a A
120,63+0,29 a A
5,88+0,20 a A
5,88+0,20 a A
22,08+0,29 b A
22,08+0,29 a A
0,44+0,02 a A
0,44+0,02 a A
11,11+0,38 ab A
11,11+0,38 a A
338,50+0,15 a A
338,50+0,15 a A
413,31+0,13 a A
413,31+0,13 a A
196,53+0,72 a A
196,53+0,72 a A
178,58+0,26 a A
178,58+0,26 a A
17,95+0,59 a A
17,95+0,59 a A
9,96+0,33 a A
9,96+0,33 a A
0,58+0,02 b A
0,58+0,02 b A

13,59+0,23 c A
14,01+0,07 b A
165,37+0,41 c A
151,28+0,47 b B
28,72+0,73 b A
25,55+0,41 b B
54,60+0,33 c A
51,79+0,08 b A
213,14+0,78 c A
202,16x0,35b B
95,33+0,39 c A
95,37£0,26 b A
4,60+0,17 b A
5,18+0,14 b B
23,61+0,21 a A
19,17+0,31b B
0,50+0,07 a A
0,35+0,03 a B
11,47+0,54 a A
9,05+0,50 b B
271,49+0,34 c A
250,93+0,59 b B
303,97+£1,00 c A
295,60+0,97 b B
167,90+0,84 c A
158,32+0,89 b B
150,64+0,59 c A
142,84+0,60 b B
17,26x0,40 a A
15,48+0,55 b B
8,73+0,19b A
9,24+0,34 b A
0,62+0,00 b A
0,63+0,00 b A

16,17+0,24 b A
11,58+0,32cB
174,99+0,56 b A
132,17+0,55¢cB
29,25+0,54 b A
20,36+0,21c B
58,24+0,96 b A
48,75+0,13cB
237,16x0,55 b A
172,19+0,36 c B
115,73+0,20 b A
91,82+0,75¢c B
6,12+0,03 a A
4,59+0,35¢c B
23,16+0,44 ab A
22,02+0,86 a B
0,43+0,06 a A
0,46+0,08 a A
10,41+0,21 b A
11,14+0,58 a A
284,08+1,33b A
226,12+0,77 c B
330,68+1,03b A
245,90+0,69 c B
188,12+1,04 b A
158,70+1,18 b B
170,36£0,93 b A
141,89+0,47 b B
17,76x0,27 a A
16,82+0,82 a A
9,60+0,14 a A
8,45+0,40c B
0,66+0,01 a A
0,70+0,01 a A

Cada resultado é a média de 10 analises com actiespestimativas de desvio padrao, com excecduedodo

de 0 dias para ambos os tratamentos,

que foralzad®s somente 6 andlises; !Demais acidos graxos

identificados: 14:1n-9, 14:1n-7, 15:0, 16:1n-9,1165, 17:0, 17:1n-11, 17:1n-9,17:1n-7, 18:1n-11;10&,
18:1n-5, 18:3n-6, 20:0, 20:1n-9, 20:1n-7, 21:02865, 20:3n-6, 22:0, 22:4n-6 22:5n-6, 24:0, 24:1n-9
Médias seguidas da mesma letra mailscula na celunalscula na linha ndo diferem entre si (P<Op&3p

teste de Tukey.

Desempenho dos peixes

Nao foi verificado diferenca estatistica (p>0,05)tre os tratamentos, para todos o0s

parametros do desempenho dos animais da linhagem (Gabela 6).
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Tabela 6.Valores médios do desempenho das tilapias do Bilmi{oticug, alimentadas com
racdo contendo Solucdo Hidroalcéolica e Nicleo Hipatco HomeoAqua Mega®3 no
inicio, com 35 dias e ao final do periodo experitaken

Parametros Tratamentos
Observados Controle HomeoAqua Mega®3
Peso inicial (g) 89,54 (+7,97) 89,74 (+ 8,83)
Comprimento total inicial (cm) 16,93 (+ 0,56) 16,850,56)
Peso (35 dias) 147,46 (£17,92) 146,66 (£17,73)
Comprimento total (35 dias) 19,88 (£ 0,82) 18,7@(85)
C.A.A. (35 Dias) 1,20 1,20
Peso (63 dias) 225,90 (+ 31,54) 228,00 (+ 28,43)
Comprimento Total (63 dias) 23,43 (= 1,06) 23,34.@4)
C.AA. (63 dias) 1,48 1,45
Sobrevivéncia (%) 100 100

C. A. A: Conversao Alimentar Aparente.

Discussao

Apenas dois artigos foram publicados até o momem a utilizacdo de Ndcleos
Homeopéaticos em tilapias do Nilo [18-19]. A presepésquisa foi elaborada para verificar a
influéncia do Ntcleo HomeopatiddomeoAqua Mega®3em composicdo dos &cidos graxos
no tecido muscular em machos revertidos de tildpiBlilo.

Os dados referentes aos parametros fisicos e quarda& agua (Tabela 3) durante o periodo
experimental encontram-se dentro dos parametratadels por Mercante e Braccini [20,21].
De acordo com El-Sayed [3], a temperatura é umfatoses mais importantes que afetam a
fisiologia, reproducéo, crescimento e metabolismdildpia. SegundRibeiro [22], as tilapias
apresentam como temperatura ideal de desenvolvineste 20° e 30° C, estando dentro da
normalidade os resultados identificados neste @rpeto para ambos os tratamentos.

Os percentuais de umidadesinzas (Tabela 4) dos tecidos musculares dosasole ambos
os tratamentosdo proximos aosalores encontrados por Simdes [23] e Tonial [24,
analisarem o tecido muscular de tilapia.

No presente experimento, os teores de proteina houencerramento do experimento, foram
préximos aos encontrados por Visentainer [25] édipiis juvenis, com valores que variaram
de 19,8 a 20,9%.

Ogawa e Maia [26] afirmaram que o musculo do pesgaatie conter de 60,0 a 85,0% de
umidade, aproximadamente 20,0% de proteina, da 2@% de cinzas, de 0,3 a 1,0% de
carboidratos e de 0,6 a 36,0% de lipidios. Os $edeclipidios totais das amostras de tecido

muscular de tilapia do Nilo (Figura 1), durantedan periodo experimental, mantiveram-se
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baixos em ambos os tratamentos, caracterizandorse pescado magro, com menos de 2%
de gordura segundo Ackman [27]. Os animais quebereen oHomeoAqua Mega ®3
apresentaram porcentagem de lipidios to{82%) menor que o tratamento controle aos 63
dias de experimento.

Conforme alguns autores [28-34] os compostBarquus marianus, Chelidonium majus,
Berberis vulgaris, Solidago virgaurea, Lycopodiutavatum, Taraxacum e Chionanthus)
presente no nucledomeoAqua Mega® tem sua acédo hipolipidemiantes ou antioxidativos
principalmente no figado. Este 6rgéo utiliza acigs<os livres circulantes e quanto maior a
concentracdo destes acidos, maior € a captacdo.vedmaaptados pelo figado podem ser
convertidos em trigliceridios (TG) e fosfolipidems ser oxidados completamente para corpos
cetbnicos. Se a sintese exceder a formacao deadiedpas, o TG é armazenados no figado
dando origem a uma esteatose hepéatica e podenpssitde em outros tecidos para serem
usados como fonte de energia [35].

Esta diminuicdo dos lipidios totais do tecido miemcde tilapia do Nilo do tratamento com
homeopatia, possivelmente é devida aos compostsemes no nuclddomeoAqua Mega-
3®, elaborado com objetivo de desenvolver uma ac@atbprotetora e assim estimular o
funcionamento do figado de alevinos, juvenis etadulle tildpia do Nilomelhorando sua
performance, com énfase no metabolismo dos lipidios

A escolha da utilizacdo de uma concentracdo de l4@enNucleo Homeopético por Kg de
racdo se deve aos trabalhos realizados por SidBieaceini, que obtiveram os melhores
resultados em seus experimentos nesta concenf{te®;2d]. Siena e colaboradores avaliaram
o efeito do ntcleo homeopatiddomeopatila 108 na eficiéncia produtiva em alevinos
revertidos de tilapia do NiloQ. niloticug e os animais que receberam 40mL/kg de racdo de
Homeopatila 108 apresentaram maior sobrevivéncia e indice hepatwitico menor do que
os alevinos do grupo controle. Braccini verificawecp relacdo hepatosomatica, desempenho
relacionado a sobrevivéncia, prevaléncia e cargamsjtarias, apresentaram resultados
satisfatorios através da adicdo de 40 mL do nioteneopaticdHomeopatila 100 por Kg

de racdo, em juvenis de tilapias do Nilo.

N&o ha relatos de pesquisas em peixes com homaopain efeitos sobre os acidos graxos,
porém h& artigos relacionados, utilizando mamiferdstz [31] verificou a acdo do
medicamento homeopatic@helidonium majus D3obre a hipercolesterolemia induzida em
coelhos e constataram uma acéo significativa sabvezlucéo dos trigliceridios e na relacao

entre colesterol total e HDL-colesterol. Choi [3Bjestigou o efeito hipolipidémico e
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antioxidativo doTaraxacum officinalem ratos alimentados com uma dieta rica em cot¢ste
e com base nos resultados observou-se reducaotmssesoxidativo, colesterol, LDL e
triglicérides totais. Radjabian e Fallah Huseinb][®bservaram através de um estudo
utilizando Carduus marianusos efeitos anti-hiperlipidémicos e anti-aterositien em
coelhos alimentados com uma dieta rica em gorddaaldad [37] examinou o efeito do
Silibum marianun{Carduus marianusem ratos com esteato-hepatite ndo-alcodlica (NASH
e observaram melhora na esteatose e inflamacagatinf

A identificacdo e quantificacdo de acidos graxgarfosuperiores aos resultados encontrados
por Omena [38] e semelhantes aos de Bonafé [3%kamilo o0 mesmo método de
transterificacdo de 4cidos graxos em tilapia do.Nil

Os somatorios de acidos graxos saturados (AGS)iom ido experimento Sdo proximos aos
encontrados por Bonafé [38m tecido muscular de tilapias do Nilo. Verificai1®ducéo
mais intensa na composicdo de AGS do grupo quéeaae nicleo homeopético em relacéo
ao controle, aos 63 dias do experimento. Do poetaista nutricional, este resultado se torna
importante, ja que a ingestao de alimentos ricog@muras saturadas pelo ser humano pode
elevar a taxa de colesterol no sangue, que é unpriwspais fatores de risco para doencas
cardiovasculares [35].

O somatodrio de acidos graxos monoinsaturados (AGdilmenor para o tratamento com
homeopatia em relacdo ao controle e quando a &wmedt A&cidos graxos saturados é
substituida por monoinsaturados o nivel de colestetal no plasma sanguineo diminui.
Entretanto o resultado encontrado no tratamentoacbi@mmeoAqua Mega@spara AGMI n&o

€ 0 adequado segunddepartment of Healtf40].

O somatério dos acidos graxos poliinsaturados (A@RPépresentado pelos acidos graxos das
familias n-3 e n-6 e sdo considerados de familedbres”, pois os acidos graxos de uma
familia (n-3) ndo podem ser transformados em mesbeooutra familia (n-6), e vice-versa
[41]. Os é&cidos graxos da familia N-3 mantiveramemmnstantes durante o periodo
experimental e sdo considerados acidos graxosatelglimportancia fisioldégica e nutricional

- LNA (18:3n-3), EPA (20:5n-3) e DHA (22:6n-3). Aarhilia 6mega-6 apresentou maior
reducdo para o tratamento com homeopatia em re&@g&ontrole que sao responsaveis pela
producdo de eicosandides e quando ingeridos ens®x&o inflamatérios e cancerigenos,
aumentando o risco de situagbes como: cancer, medtdta, doencas cardiacas,
vasoconstricdo, aumento da pressao arterial, élevai@ taxa de triglicerideos, artrite,

depressao entre outras doencas inflamatérias [@4yido as mudancas na alimentacdo
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humana, o consumo de Omega-3 é menor em relacate g@mega-6 e acordo com o
Departament of Health and Social Secuf#@] o valor maximo recomendado para a razéo n-
6/n-3 é de no maximo 4,0 e 0,45 para AGPI/AGS. N@reo, ambos os tratamentos nao
atingiram as exigéncias recomendadas para um dabrsandavel, embora os animais tratados
com o HomeoAqua Mega®3 tenham apresentado uma razdo N-6/N-3 menor quando
comparado ao grupo controle e mais proxima do qummgiderado o ideal.

Ao analisar os valores do desempenho dos animasnd®s os tratamentos (Tabela 6),
verifica-se que a sobrevivéncia dos animais foi If#%, resultados superiores aos
encontrados por Zabott [18] e Siena [19], mas deaméts aos de Braccini [21] ao trabalhar
com tilapia do Nilo ©. niloticug utilizando HomeopatiaA sobrevivéncia de tilapia é afetada
principalmente, em relacdo ao grau de estresseapacidade desses animais em manter a
homeostase do organismo [3]. Os peixes quando gidomea estresse ambiental apresentam
como resposta aguda, a mortalidade cronica e bdesenvolvimento [42] e segundo
Sigismondi e Weber [43], pode ser considerado amfante de perda de produtividade na
piscicultura intensivaA conversdo alimentar aparente (CAA) manteve-secevd valores
indicados para a tilapia do Nilo, conforme desqgoibo Furuya e Ribeiro [16,22].

A partir dos resultados obtidos no presente trahadbria interessante a elaboracdo de um
futuro projeto, com maior tempo de duracéo e costaboracdo de uma ragao suplementada
com sementes ricas em dmega-3, para verificar mqoeeria com a composicédo de &cidos
graxos no tecido muscular de tilapia do Nilo, vigtee ndo houve alteracdo na familia destes

acidos essenciais com o uso HomeoAqua Mega®3

Concluséo

Os juvenis de tilapia do Nilo que receberam o mitiemeopaticdHomeoAqua Mega-®
incorporado na racdo apresentaram reducdo no tedipidios totais, principalmente dos
acidos graxos saturados, e na razdo n-6/n-3 emdwel@ grupo controle, ndo alterando o

desempenho dos animais durante o periodo expeament
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ANEXO

Anexo 1: Parecer do Comité de Conduta Etica no dscA\nimais Experimentais para a
realizacdo da pesquisa em tilapias do Nilo.

Universidade Estadual de Maringa
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio ?w
Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentagao Q&

Parecer emitido apds reunido realizada em: 2122010 Parecern®  128/2010
Pesquisador: Lauro Vargas Setor: Dzo
Titulo: Protocolo n® 060/2010

Efeito de um Nicleo Homeopatico na composicao do acido graxo Omega-3 no
tecido muscular em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus

Entrada: 252010 Inicio: 112011 Término: 20122012

Situagdo do Projeto:  |Aprovado

Relatorio Final: Aguarda finalizagao do projeto

ﬂTEHGﬁﬂ: este parecer, gquando a-sitwagio do projeto-constar "aprovado”, autoriza os
proponentes a executarem o protocolo em questio. O certificado serd emitido apés apreciagio e
2 pr B W 3 & D d o U R A S o R o B £ i m a i

Consideragoes e Parecer:

Este Comité informa que o projeto analisado esta APROVADO PARA EXECUCAD, quanto 3s questies éticas
refacionadas ao expenments. Outnossim, supermos o encaminhamento do mesmo para 3 devida analise pelo CEAE.
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Frexivlenie do CEAETEM

33



